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Известно, что повышенная экспрессия генов WT1, BAALC, EVI1, PRAME и HMGA2 вовлечена в патогенез онкогематологиче-
ских заболеваний. Высказано предположение, что одновременное количественное определение комплекса мРНК в циркулирую-
щих в крови клетках может отражать специфику патологических пролиферативных процессов, а соотношение экспрессии 
отдельных мРНК может стать полезным диагностическим маркером. Транскриптомный профиль клеток острого лейкоза 
как правило оценивается с использованием дорогостоящих технологий NGS и микрочипирования после предварительной про-
цедуры выделения мононуклеаров. Однако до сих пор не публиковались результаты использования мультиплексной реакции 
ПЦР одновременного определения всех указанных выше мРНК в образцов цельной крови. Цель: определение уровня мРНК генов 
WT1, BAALC, EVI1, PRAME и HMGA2 в пробах венозной крови методом мультиплексной ОТ-ПЦР. 
В работу включено 127 образцов крови пациентов, обследованных при первичном обращении с последующим подтверж-
денным диагнозом острого лейкоза.  В качестве групп сравнения были выбраны 87 проб пациентов не имеющих онко-
гематологического диагноза, в том числе 31 образец (К1) с нормальной формулой клеток крови и 56 образцов (К2) с 
нарушением клеточного состава – анемией, лейкоцитозом и тромбоцитопенией.  Выделение РНК из проб цельной крови, 
и обратную транскрипцию выполняли с использованием наборов «Рибо-золь-D» и «Реверта-L» (ФБУН ЦНИИЭ, Россия). 
Определение уровня экспрессии мРНК генов WT1, BAALC, EVI1, PRAME и HMGA2 методом мультиплексной ПЦР-РВ 
выполняли с использованием разработанного in house метода мультиплексной ПЦР. Уровень мРНК исследуемых генов, 
характеризовался высокой межиндивидуальной вариацией и не коррелировал с количеством циркулирующих лейкоцитов 
или бластных клеток крови. Экспрессия мРНК WT1 определялась в цельной крови только у одного пациента из группы 
сравнения и в 112 (88%) пробах пациентов с лейкозом и сочеталась со снижением уровня экспрессии мРНК HMGA2 и 
высокими значениями мРНК BAALC. В отличии от групп сравнения у пациентов с лейкемией наблюдались более высокие 
уровни мРНК BAALC при ОМЛ и ОЛЛ, повышенные значения мРНК PRAME при ОМЛ и ОПЛ, но более низкие уровни 
НMGA2 при ОПЛ. Впервые в мультиплексном формате ПЦР одновременно определены уровни пяти мРНК WT1, BAALC, 
EVI1, PRAME и HMGA2 в образцах цельной крови у пациентов с острыми лейкозами. С учетом наиболее выраженного 
преобладания вклада одной из мРНК в их суммарном уровне экспрессии, предложено выделять отдельные типы пре-
имущественной экспрессии (BЕPH-критерий), отличающиеся в разных нозологических вариантах лейкемии. Полученные 
данные поддерживают гипотезу патогенетической роли дисбаланса РНК и формировании различных транскриптомных 
субпопуляций лейкемических клеток. 
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Simultaneous quantitative measurement of mRNA of the WT1, BAALC, EVI1, PRAME and HMGA2 genes in whole blood samples 
reflects the specific pathological proliferative activity in acute leukemia and their ratio is promising as a diagnostic marker. The 
transcriptome profile of acute leukemia cells is usually assessed using NGS or microarray techniques after a preliminary procedure 
for isolation of mononuclear cells. However, the results of using the multiplex PCR reaction for the simultaneous determination of 
all above mRNAs in whole blood samples have not been published so far. Determination of mRNA of WT1, BAALC, EVI1, PRAME 
and HMGA2 genes in venous blood level samples by multiplex RT-PCR.
The study included 127 blood samples from patients who diagnosis of acute leukemia was subsequently confirmed. In the comparison 
group, 87 samples of patients without oncohematological diagnosis were selected, including 31 samples (K1) with a normal blood 
formula and 56 samples (K2) with a violation of the cellular composition - anemia, leukocytosis and thrombocytopenia. RNA 
isolation and reverse transcription were performed using the Ribozol-D and Reverta-L kits (TsNIIE, Russia). Determination of the 
mRNA expression level of the WT1, BAALC, EVI1, PRAME and HMGA2 genes by multiplex real-time PCR using a homemade 
multiplex PCR kit.
The mRNA level was characterized by high interindividual variation and did not correlate with the rate of circulating leukocytes or 
blood blasts. Expression of WT1 mRNA was observed in whole blood only in one patient from the control group and in 112 (88%) 
patients with leukemia and was combined with a decrease in the level of HMGA2 mRNA expression and BAALC mRNA values. 
In contrast to the control groups, patients with leukemia had higher levels of BAALC mRNA in AML and ALL, increased PRAME 
mRNA in AML and APL, but lower levels of HMGA2 in APL.
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Введение. Результаты последних 30 лет исследо-
ваний молекулярного патогенеза острого лейкоза вы-
явили высокогетерогенную генетическую природу 
заболевания, включающую в себя различные хромо-

сомные аберрации, ряд соматических точечных мута-
ций, выраженные сдвиги экспрессии как матричных, 
так и некодирующих РНК [1, 2]. Выявление цитогене-
тических поломок и анализ химерных транскриптов в 



615

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2022; 67(10)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-10-613-620

КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

лейкозных клетках включены в клинические рекомен-
дации в качестве важных диагностических маркеров 
[3, 4]. Поскольку цитогенетические нарушения при 
острых лейкозах выявляются примерно в половине 
случаев, перспективы дальнейшего поиска новых ди-
агностических маркеров во многом связаны с резуль-
татами исследования специфического профиля РНК 
(транскриптома). Использование транскриптомного 
анализа позволяет оценить активность различных 
генов в онкотрансформированных клетках. Вместе с 
тем, его широкое применение в клинической практи-
ке сдерживается низкой доступностью, дороговизной 
и трудоемкостью использования аналитических плат-
форм на основе микрочипирования и секвенирования 
РНК. Очевидно, что решение этой проблемы может 
быть реализовано выбором ограниченного числа наи-
более информативных РНК-маркеров и внедрением 
методик для рутинного ПЦР-тестирования. 

Уже достаточно давно [1–12] при онкологических, 
в том числе и онкогематологических заболеваниях 
исследуется экспрессия таких генов как WT1, BAALC, 
EVI1, PRAME, HMGA. Эти гены участвуют в регуля-
ции пролиферации и дифференцировки клеток, актив-
но экспрессируются в CD34+ кроветворных клетках, 
но уровни их мРНК быстро снижаются в процессе 
созревания форменных элементов крови.  Исследова-
ния роли указанных генов в развитии острых лейко-
зов доказывают, что их избыточная экспрессия спо-
собствует прогрессии заболевания, а определение 
уровня соответствующих мРНК было предложено в 
качестве прогностических маркеров. Недавно опу-
бликован результат метаанализа [15] данных прогно-
стического значения оценки мРНК трех генов WT1, 
BAALC и EVI1, а также результаты исследования, в 
котором с помощью ПЦР-РВ в пробах костного мозга 
оценивалось прогностическое значение экспрессии 
параллельно двух генов WT1, BAALC у 14 пациентов 
с гиперэкспрессией EVI1 в ответе на химиотерапию 
и трансплантацию гемопоэтических стволовых кле-
ток при ОМЛ [9]. Авторы пришли к выводу, что такой 
«подход представляется перспективным для иссле-
дования патогенетических механизмов и может быть 
весьма важным для клинической практики».

Учитывая наличие дополнительной диагностиче-
ской значимости экспрессии генов PRAME и HMGA2, 
представляется актуальным возможность одновре-
менного выполнения тестирования всех пяти выбран-
ных мРНК-маркеров в образцах цельной крови мето-
дом мультиплексной ПЦР. 

Цель работы: определение уровня мРНК генов 
WT1, BAALC, EVI1, PRAME и HMGA2 в пробах веноз-
ной крови методом мультиплексной ПЦР-РВ. 

Материал и методы. В исследование включены 
аликвоты крови из оставшегося объема проб после 
выполнения рутинного гематологического анализа. 
В данной работе использовалась лишь ограниченная 
информация о возрасте, половой принадлежности 
пациентов и результатах гематологического анализа 
без учета иных персональных данных, особенностей 
клинической картины заболевания или результатов 
других исследований.  

Из поступивших в лабораторию 147 образцов 
крови мультиплексный тест ПЦР-РВ был полностью 
выполнен для 127 образцов крови пациентов, обсле-
дованных при первичном обращении, в том  числе, 
пациентов с последующим подтверждением  диагно-
за: ОМЛ  (n=95), с ОПЛ (n=7), с ОЛЛ (n=19),  с ОЛ 
смешанного фенотипа (n=1) и 5 пациентов с неуточ-
ненным диагнозом  острого лейкоза на момент вы-
полнения исследования. В качестве групп сравнения 
были выбраны пробы пациентов, не имеющих онко-
гематологического диагноза, в том числе 31 образец 
(К1) с нормальной формулой клеток крови и 56 образ-
цов (К2) с нарушением клеточного состава – анемией, 
лейкоцитозом и тромбоцитопенией. Выделение РНК 
из проб цельной крови, и обратную транскрипцию 
выполняли с использованием наборов «Рибо-золь-D» 
и «Реверта-L» (ФБУН ЦНИИЭ, Россия). Определение 
уровня экспрессии мРНК генов WT1, BAALC, EVI1, 
PRAME и HMGA2 выполняли с использованием раз-
работанного метода мультиплексной ПЦР-РВ. Ис-
пользовали следующую программу амплификации: 
предварительный прогрев при 95°C – 5 мин, далее 50 
циклов: 95°C – 15 с, 60°C – 60 с, детекция флуорес-
центного сигнала проводилась по каналам FAM, ROX 
и HEX в ходе ПЦР-РВ. Для нормализации получае-
мых данных в качестве гена «домашнего хозяйства» 
использовали ген ABL1. Уровень экспрессии иссле-
дуемых мРНК выражали в количестве молекул на 10 
000 молекул ABL1. Статистическую обработку полу-
ченных данных выполняли с использованием про-
грамм пакета R. Проверка нормальности распреде-
ления количественных признаков с использованием 
критерия Колмогорова-Смирнова с поправкой Лилли-
ефорса и критерия Шапиро-Уилка показала, что полу-
ченные данные не подчиняются закону нормального 
распределения, поэтому для дальнейшего анализа ис-
пользовали непараметрические методы статистики. 
Значимость отличий в несвязанных выборках оцени-
вали с помощью непараметрического критерия Ман-
на-Уитни и с помощью критерия Краскелла-Уолисса 
при сравнении более двух групп, различия оценивали 
как статистически значимые при p<0,05. Корреляци-
онный анализ проводили с использованием метода 
Спирмена.

Результаты. Уровень мРНК исследуемых генов 
характеризовался высокой межиндивидуальной вари-
ацией (рис.1, а–д) и их значения не коррелировали с 
количеством циркулирующих лейкоцитов или бласт-
ных клеток крови. В отличии от групп сравнения у 
пациентов с лейкемией наблюдались более высокие 
уровни мРНК BAALC при ОМЛ и ОЛЛ, повышенные 
значения мРНК PRAME при ОМЛ и ОПЛ, но более 
низкие уровни НMGA2 при ОПЛ.

Медиана значений экспрессии мРНК EVI1 была 
более высокой в выборке пациентов с нарушенной 
формулой крови в сравнении с выборкой здоровых 
доноров. Экспрессия мРНК WT1 определялась в 
цельной крови только у одного пациента из группы 
сравнения и в 112 (88%) пробах первичных пациен-
тов. Пробы крови с повышенной экспрессией WT1 
преимущественно принадлежали пациентам с ОМЛ 
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и сочетались со статистически значимым снижением 
уровня экспрессии мРНК HMGA2 и более высокими 
значениями мРНК BAALC (см. таблицу).

В ряде проб крови у пациентов с лейкозами об-
наружено выраженное преобладание уровня одной 
из исследуемых нами мРНК. Учитывая высокую 
степень вариации абсолютных значений экспрессии 
мРНК для дальнейшего анализа мы разделили всю 
выборку образцов в зависимости от вклада каждой из 

мРНК в их суммарный уровень, обозначая эти груп-
пы по первой букве названия соответствующего гена 
типа Н-тип экспрессии (мРНК HMGA2  вклад >30%),   
Е- (мРНК EVI1 >30%), P- (мРНК PRAME >30%) и  
B- тип (мРНК BAALC >90%). Особенность выбо-
ра такого уровня вклада BAALC была обусловлена 
значительно более частой встречаемостью высоких 
значений вклада мРНК этого гена по сравнению с 
другими и поэтому была принята величина больше, 

Рис. 1.  Уровень мРНК в образцах крови при острых 
лейкозах и в группах сравнения. 
а – мРНК WT1; б – мРНК EVI1; в – мРНК HMGA2; г – мРНК 
BAALC; д – мРНК PRAME.
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чем Me+C75. Результаты распределения обозначенных 
выше типов экспрессии среди пациентов с разными 
вариантами острого лейкоза представлены на рис. 2.

Преимущественный В-тип определяется у единич-
ных пациентов из контрольных групп группы, но при 
этом был выражен у 24% пациентов с ОМЛ и у 47% 
при ОЛЛ. 

Е-тип экспрессии обнаруживался у 7 пациентов 
группы сравнения К2 (12%), и только у одного из 
группы К1 (3%), а также выявлялся в сочетании с 
WT1 у 15% у пациентов с ОМЛ, но не при ОПЛ или 
ОЛЛ. Пробы с Е-пиком характеризовались макси-
мально высокими значениями мРНК WT1 и HMGA2. 

Р-тип экспрессии наблюдался всего в 3 (5%) об-
разцах крови пациентов из группы сравнения К2, но 
у 25% пациентов с ОМЛ и у 15% пациентов с ОЛЛ, а 

также у большинства (58%) пациентов с ОПЛ. В про-
бах с Р-типом экспрессии наблюдались близкие к ну-
лю значения экспрессии мРНК HMGA2 и сниженные 
уровни мРНК BAALC.  

Преобладающий Н-тип определялся примерно 
одинаково (7–12%) среди пациентов контрольных 
групп и пациентов с первичным ОЛ. Примеры инди-
видуальных особенностей соотношения уровней ис-
следуемых мРНК представлены на рис. 3, а–г.

Обсуждение. Трудоемкость и длительность вы-
полнения цитогенетического анализа, дороговизна и 
низкая доступность метода FISH являются побуди-
тельным стимулом поиска маркеров, определяемых 
распространенными в клинико-диагностических ла-
бораториях методами ПЦР.  С этой целью проводят 
анализ выявления и количественной оценки уровня 

Сравнение уровня мРНК и бластных клеток в зависимости от сопутствующей экспрессии мРНК WT1, Ме (C25-C75)

Показатели WT1<0,01 WT1>0,01 P-уровень

Всего 16 111

-Из них с ОЛЛ 4 14

WT1 0 1,51 (0,39-5,36)

HMGA2 0,45 (0-2,95) 0,17 (0-3,39) 0,04

PRAME 0,37 (0,06-5,22) 1,63 (0,07-26,3) н.д.

EVI1 0,16 (0-4,75) 0,15 (0,003-3,6) н.д.

BAALC 6,53 (0,34-16,77) 31,17 (4,36-186,7) 0,01

Бласты в крови 39,0 (14,0-88,7) 56,0 (18,0-85,0) н.д.

Бласты в костном мозге 79,0 (30,0-84,5) 77,3 (54,0-87,0) н.д.

П р и м е ч а н и е . н.д. – нет статистически значимых отличий. 

Рис. 2. «BEPH-типы» экспрессии в контроле и при острых лейкозах: В-В-тип экспрессии, Е-Е-тип экспрессии, Р-Р-тип экс-
прессии, Н-Н-тип экспрессии, 0-без преимущественного типа экспрессии.
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специфических химерных транскриптов, однако низ-
кая их выявляемость при острых лейкозах ограничи-
вает целесообразность использования данных тестов 
на первом этапе диагностики лейкоза. Поэтому более 
часто встречающиеся, но менее специфические мар-
керы экспрессии отдельных онкогенов, могут запол-
нить диагностическую нишу ПЦР-тестов, особенно 
для случаев заболевания с нормальным кариотипом 
лейкозных клеток. Неоднократно описано прогно-
стическое значение при острых лейкозах мРНК WT1 
[5, 7, 9, 15], BAALC [6, 9, 10, 15], EVI1 [6, 9, 10, 15], 
PRAME [11] и HMGA2 [12, 14]. При этом показано, 
что гиперэкспрессия только одного гена WT1 не под-
ходит для использования в качестве прогностическо-
го маркера, поскольку его высокая экспрессия может 
оказывать и положительное влияние на выживание, 
когда исключены влияния неблагоприятных мутаций 
и других маркеров экспрессии генов [15]. 

При первичном тестировании гиперэкспрессия ге-
нов BAALC либо EVI1 выявляет пациентов с низкой 
частотой полной ремиссии и более короткой выжива-
емостью [15–17], а уровни экспрессии BAALC связаны 
с мутационным статусом FLT3-ITD, NPM1, KMT2A-
PTD и CEBPA [18]. Известно, что высокая экспрессия 

EVI1 при ОМЛ с цитогенетическими аномалиями хро-
мосомы 3q, моносомией хромосомы 7 и аберрациями 
хромосомы 11q23 [19, 20], коррелирует с неблагопри-
ятным исходом. При использовании маркера мРНК 
HMGA2 недавно продемонстрирована возможность в 
18% (~ 7% всех обследованных пациентов с ОМЛ) пе-
реквалификации степени риска ОМЛ, определенного 
по критериям ELN [16]. Авторы пришли к выводу, что 
гиперэкспрессия HMGA2 объединяет отрицательное 
прогностическое значение, обусловленное комплекс-
ным кариотипом и несколькими мутациями с низким 
риском, что может упростить прогностическую оценку 
положительных случаев. Таким образом, анализ экс-
прессии этих генов является дополнительным инфор-
мативным критерием прогноза.

Вместе с тем, отсутствие доступных коммерче-
ских наборов реактивов, стандартов и контрольных 
материалов ограничивают внедрение данных тестов 
в клиническую практику.

В настоящей работе была впервые осуществле-
на попытка одновременного определения комплек-
са мРНК из пяти генов методом мультиплексной 
ПЦР-РВ в цельной крови. Действительно, отдельно 
каждый из этих маркеров нельзя признать высоко-

Рис. 3. Примеры индивидуальных соотношений уровня мРНК: а – Н-тип у пациента с ОМЛ (М4); б – В-тип у пациента  
с В-ОЛЛ; в – Е-тип у пациента с ОМЛ (М4); г – Р-тип у пациента с ОПЛ.
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специфичным, так как экспрессию указанных мРНК 
можно наблюдать в клетках крови не только при он-
когематологических заболеваниях. Очевидно, источ-
ником мРНК в данном случае могут быть незрелые 
клеточные элементы, сохраняющие РНК ретикулоци-
ты, ранние гранулоциты, а также пролиферирующие 
лимфоцитарные клетки. Определенный вклад, веро-
ятно, могут вносить также агрегированные с лейко-
цитами тромбоциты и микровизикулы. Очевидно, 
этим и объясняется отсутствие в наших данных кор-
реляции уровней мРНК и бластных клеток.

Полученные результаты подтверждают уже опи-
санные факты обратной зависимости между экспрес-
сией WT1 и HMGA, связанной со способноcтью WT1 
увеличивать экспрессию микроРНК let-7, которая и 
уменьшает уровень мРНК HMGA2 [17]. Вовлечени-
ем данной микроРНК также можно объяснить более 
высокий уровень экспрессии WT1 и близкие к нулю 
уровни экспрессии HMGA2, поскольку PML-RARα-
позитивные бласты от пациентов с ОПЛ демонстри-
руют более низкие уровни let-7c, чем в обычных про-
миелоцитах [18].

Однако выявленная в наших исследования ассо-
циация Е-типа с высоким уровнем мРНК HMGA2 и 
выраженный антагонизм экспрессии гена PRAME c 
всеми другими исследуемыми генами пока не нахо-
дят однозначного объяснения. 

Использованный нами подход, основанный на 
анализе относительного вклада отдельных мРНК в 
значения их суммарной активности, ранее не приме-
нялся, хотя он позволяет с меньшей погрешностью 
оценить соотношение активности разных генов по 
сравнению с оценкой соотношений широко вари-
абельных абсолютных значений. Важно отметить, 
что выделенные нами типы экспрессии мРНК лишь 
частично ассоциированы с тем или иным морфоло-
гическим вариантом острого лейкоза (см. рис. 2). 
Предполагается, что особенности соотношений ак-
тивности выбранных нами генов в кроветворных 
клетках могут свидетельствовать о формировании 
онкогенного характера регуляции их метаболиз-
ма, определяющего высокий риск злокачественной 
трансформации. При этом субпопуляции клональ-
ных клеток с отдельными вариантами транскриптом-
ного профиля, очевидно, формируют определенные 
метаболические особенности лейкемических кле-
ток в разной степени способствующие дальнейшей 
опухолевой эволюции. С данной точки зрения, вы-
явление «BEPН-типов» экспрессии может оказаться 
полезным в качестве дополнительных прогностиче-
ских маркеров лейкоза, а также потенциальных тера-
певтических мишеней. 

Ограничения данного исследования связаны с 
его анонимным (слепым) характером и недостаточ-
ной информацией для анализа связей экспрессии 
исследованных мРНК с результатами морфологи-
ческих, иммунофенотипических и цитогенетиче-
ских исследований, а также данными об особенно-
стях течения заболевания и эффективности исполь-
зуемой терапии. Также небольшой объем выборки 
не позволил оценить особенности экспрессии ком-

плекса выбранных мРНК в привязке к более узким 
нозологическим вариантам заболевания. Вместе с 
тем, результаты данного пилотного исследования 
позволили продемонстрировать перспективность 
дальнейшего изучения транскриптомного профиля 
и возможность использования разработанных нами 
диагностических наборов. Возражениям, которые 
могут относиться к адекватности выбора для ана-
лиза образцов цельной крови, а не моноцитарной 
фракции или изолированных лейкозных клеток  как 
объекта  исследования, на наш взгляд, можно про-
тивопоставить следующее: во-первых, заведомую 
неоднозначность  вывода, что суммарные значения 
экспрессии, получаемые от всех РНК-позитивных 
клеток, имеют меньшую диагностическую эффек-
тивность; во-вторых, предложенный способ, без-
условно, упрощает выполнение преаналитического 
этапа и последующее внедрение данного теста в 
практику клинических лабораторий.

Заключение. Впервые в мультиплексном формате 
ПЦР одновременно определены уровни пяти мРНК 
WT1, BAALC, EVI1, PRAME и HMGA2 в образцах 
цельной крови у пациентов с острыми лейкозами. 
Выявленные типы преимущественной экспрессии от-
дельных мРНК (BЕPH-критерий) представлены в раз-
личных соотношениях при разных нозологических 
вариантах лейкемии. Это поддерживает гипотезу 
первичной патогенетической роли дисбаланса РНК, 
формирующего отдельные транскриптомные субпо-
пуляции лейкемических клеток. 
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